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　Described　in　this　paper　is　a　quantitative　analysis　method　of　prostaglandin－related　substances．
Hydroxyl　group　of　prostaglandin　and　thromboxane　were　acetylated　by　acetic　anhydride，　and　the
mixture　was　partially　purified　by　Sep－Pak　Cis　cartridge　and　analyzed　by　high－performance　liquid
chromatography／thermospray／mass　spectrometry．　By　this　method，　20　kinds　of　prostaglandin
derivatives　could　be　detected　simultaneously　within　11　min　on　a　selected　ion　monitoring　detection
chromatogram　without　the　gradient　elution　system．　Generally，　the　base　ion，　［M十H－n　（60）］十　is
produced　through　elimination　of　acetic　acid　（M＝molecular　weight，　n＝number　of　hydroxyl　group
of　prostaglandin　or　thromboxane）．　The　detection　limit　for　these　derivatives　was　approximately　O．
2pmol　at　the　levels　of　prostaglandin－related　substances　prior　to　derivatization．　They　could　be
analyzed　in　the　range　of　O．5tN・10　pmol．　This　mode　of　analysis　was　also　applied　to　prostaglandin－
related　substances　in　biological　samples．
1．緒 言
　プロスタグランジン類（PG）及びトロンボキサン
類（TX）は，生体内で多彩な作用を持つ重要な生理
活性物質である（Fig，1）．これらは体内の様々な部
位で必要に応じて微量つくられ，作用の後は速やか
に破壊されることが知られている．そのために迅速
で高感度な測定方法が望まれている．
　これまでに発表されてきたPGおよびTXの測
定法は種々あるが，主要なものは放射免疫測定法
（RIA法）1）～5）ガスクロマトグラフィーマススペク
トロメトリー法（GC－MS法）6）～12），高速液体クロマ
トグラフィー法（HPLC法）13）”15）などである．RIA
法は高感度であるがラジオアイソトープを使用せね
ばならないことや，特異性が上がったとは云え，交
叉反応の問題などがある．更に，より不安定な代謝
（1991年3月15日受付，1991年4月4日受理）
Key　words：高速液体クPマトグラフ質量分析法　（high　performance　liquid　chromatography　mass
spectrometry　method），サーモスプレイイオン化（thermospray　ionization），プロスタグランジン類（prostag－
landins），定：量法（quantitative　determination）
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Fig．　1　Biosynthetic　pathway　of　PG－related　substances　from　arachidonic　acid．　（cyclooxygenase　pathway）
物では抗体作成中に構造が変化してしまい，目的の
抗体が得られないことがある．HPLC法は近年，非
常によく用いられる方法であり，特に9－Anthryldi－
azomethane（ADAM）のような蛍光試薬による標
識を行うと，高感度に分析することが可能である．し
かし，これらの蛍光試薬を扱うときの常で，蛍光性
不純物や，標識過程で生じる蛍光性副生物が，目的
ピーク付近に出現したり，ピークに重なることによ
り同定を困難にすることがある．そしてこれらを除
くのに多大な労力を費やすことが多い．また，PG類
のように種類が多く，その上構造が似通っているも
のを測定する場合，展開に用いる移動相も，アイソ
クラティック系では難しいことが多い．
　GC・MS法は現在，最も信頼性が高く検出感度も
高いが，分析する際，試料を気化させる必要がある．
そのため試料分子内にカルポキシル基，ケト基，水
酸基のような極性基を持つ場合には誘導体化処理が
必要となり，操作が繁雑である．
　このたび我々は，PG及びTX類の迅速な測定法
を新たに開発した．今回開発した測定法は，試料中
に存在する水酸基を無水酢酸でアセチル化し，これ
をHPLCにかけ，サーモスプレイ（TSP）インタ
ーフェイスを介して質量分析計（MS）に導入し，分
析するというものである．この方法を用いることに
より，約11分で20種類近いPG及びTX類を同
時に同定することができた．この測定法での検出限
界は02pmolであり，0．5pmolから10　pmolの範
囲で定量性のあることがわかった．
　実際にこの方法を用いて，ヒト精液中のPGおよ
びTXを測定した結果を合わせて示した．
　以下に，その方法と結果を示す．
II．材 料
　1）標準物質＝PGA1，　PGA、，　PGB、，　PGB、，
PGD2，　PGEi，PGE2，　PGFia，　6－keto－PGFia，　TXB2
は，Sigma　Chemical　Co．より購入した．　PGA3，
PGE3，　PGF2a，　PGF3a，　PGJ2，　6－keto－PGEi，　15”
keto－PGE2，　15－keto－PGFia，　15－keto－PGF2a，　13，　14
－Dihydro－15－keto－PGA2，　13，14－Dihydro－15－
keto－PGE2，　13，　14－Dihydro－15－keto－PGD2，　11－
Dehydro－TXB、は，　Cayman　Chemical　Co．より購i
回した．
　2）試薬：無水ピリジン，無水酢酸，メタノール，
クロロホルム，アセトニトリルは，和光純薬特級を
用いた．HPLC用溶媒は，和光純薬HPLC　grade
を用いた．HPLCの移動相に用いられた水は，　Milli－
Qgradeのものを使用した．
　3）装置：Vestec社製サーモスプレイをイオン
化用のインターフェイスとして搭載した，島津社製
の高速液体クロマトグラフ／質量分析計　LC／GC／
MS　QP　1000　Sを測定に用いた．　HPLC部のカラム
には，Nagel社製Nucleosil　100－5　C　18の150
㎜×461．D．　mmのものを使肌た．
4）　その他：標準物質の精製及び生体試料からの
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PG類の抽出，精製に用いられたSep－Pak　C、，カー　　媒を移動相として用い，流速は1．Om1／minで行っ
トリッジは，Waters社製のものを使用した．　　　　た．
III．方 法
　1）標準PG及びTX溶液：各PG及びTXは，1
mg／10　m1酢酸エチル溶液として調製し，使用時ま
で一20℃で保存しておいた．
　2）標準PG及びTX混合溶液：上記，1）で調製
した各PG及びTX溶液を一部ずつ取り，それぞ
れを1．27から1．49nmol含む10　mlの酢酸エチル
溶液とした．
　3）生体試料からのPG及びTXの抽出：正常ヒ
ト精液を0．1ml取り，これを内部標準物質として
139pmolのPGF、。一3，3，4，4－d、を含む，一20℃
に冷却されたエタノール中に加えて，1分間ホモジ
ナイズした．この混合物を4℃で，10分間，1500×
gで遠心して上清液を得た．この上清液を減圧乾燥
し，その残渣に15％エタノールを1．Om1と2M
HC1を5μ1加え，　pHを3に合わせた．あらかじめ，
H20により平衡化しておいたSep－Pak　C、8カート
リッジにこの混合物をかけて，5％アセトニトリル
5m1，　H2010　ml，ヘキサン5mlで，順次洗浄した．
次に，カートリッジに吸着したPG，　TXを6mlの
100％アセトニトリルで溶出し，その溶出液を減圧
乾燥した．
　4）標準物質及び、生体試料抽出物のアセチル化：
減圧乾燥した標準物質，或いは生体試料に無水ピリ
ジン0．2mlと，無水酢酸0．08　mlを加え，気相をア
ルゴンガスにより置換後，一夜，反応させた．次に，
この反応混合物に10％酢酸3。5mlと，アセトニト
リル0．5mlを加えてpH　4～5とし，これを，あら
かじめH20で平衡化したSep－Pak　Clsカートリッ
ジにかけて，試料を吸着させた．このカートリッジ
を5％アセトニトリル3m1と，　H2010　mlで順次
洗浄し，最後に100％アセトニトリル5m1で溶出し
た．この，アセチル化されたPG及びTXを含む
溶出液は，分析するときまで一20℃で保存しておい
た．
　5）HPLC／TSP／MS分析：HPLC／TSP／MSに
よる分析条件は，filament　off，　discharge　offの状
態で，ペーパライザーコントロール温度163℃，ベー
パー温度325℃に設定して測定を行った．HPLC部
では，0．1M酢酸アンモニウム，0．1M酢酸，アセ
トニトリルを，4：6：15（v／v／v）の比で混合した溶
IV．結 果
　Fig．2は，　PG類の水酸基をアセチル誘導体化せ
ずに，そのままの状態のものをHPLC／TSP／MSに
より分析した結果を示したものである．上段に示す
PGA2には分子内に水酸基が1っ含まれており，そ
の水酸基由来のH20脱離による〔M＋H－H20〕＋
（M＝分子量）で示される，m／z　317がペースイオン
として出現しており，それ以外には〔M＋Na〕’と思
われるm／z357が強く出ている．中段のPGD2で
は，分子内水酸基が2っあるために，〔M＋H－H，
0〕＋と〔M十H　一2　H，O〕＋で示されるm／z　335，
317のフラグメントイオンが生成しており，更に，
〔M十Na〕＋，〔M十Na－H20〕＋で示されるm／z
375，357が見られるが，分子イオンピークは非常に
弱い．下段の6－keto－PGF、、は，水酸基が3つあ
るために　〔M十H－H20〕＋，〔M十H－2H20〕＋，
〔M十H－3H20〕＋で示されるm／z　353，335，317
が見られ，PGD2と同様に〔M＋Na〕＋，〔M＋Na－
H20〕＋も出現しているが，分子イオンピークは見ら
れない．どれもフラグメンテーションが著しく，同
時に測定した場合，同定が難しいことをうかがわせ
た．
　Fig．3は，　PG類の分子内水酸基を，無水酢酸で
アセチル化して分析した結果である．Fig．2に示し
たスペクトルに比べて，非常にシンプルになってい
るのがわかる．ここに示す，どのPGについてもア
セチル基に由来する酢酸が全て脱離した〔M＋H－
n（60）〕＋（この場合のMは，アセチル化された状
態のPGの分子量，　n＝分子内アセチル基数，60＝
酢酸の分子量）で示されるイオンが，ベースピーク
として強く現れており，他のイオンの発生は少ない．
PGF、。に関しては，他と比べてフラグメントイオン
が多いが，〔M＋H－180〕＋で示されるm／z303が
最も強く，それに比べると他のイオンは，はるかに
弱かった．
　 able．1は，アセチル化したPG類を測定したと
きに発生したイオンの，相対強度を示したものであ
る．この中の，Mで示される分子量は，アセチル化
した状態のもので，アセチル基の数は，PG中に含ま
れる水酸基の数と同じである．また，カッコ内の数
字は，フラグメントイオンのイオン数m／zを示して
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Table．　1　Relative　intensity　of　the　ions　from　acetyl　derivatized　PG－related　substances　in　the　TSP／MS
　　spectra．
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いる．26種類のPGについて調べたもので，ほとん
どのPG類において最も強いイオンは，〔M十H－n
（60）〕＋で示されるものであった．19（R）一hydroxy－
PGE、，19（R）一hydroxy－PGE2に関しては，分子内に
アセチル基が3つあるために，それらが全て脱離し
た〔M十H－180〕＋で示されるイオンが最も強くな
ると思われたが，実際には〔M＋H－120〕＋が，最も
強いピークであった．15－keto－PGF2、も，アセチル
基が2つあるために，〔M＋H－120〕＋が強いと思わ
れたが，〔M＋H－60〕＋が最も強かった．これら以外
で比較的強いイオンは　〔M＋H〕＋及び，〔M＋
NH4〕＋であった．
　Fig．4Aは，各PG標準物を5pmolずつ混合し
たものを，分析した結果である．測定後，同定した
いPGから発生する特有のイオン数m／zでスキャ
ンすることにより，同定，定量が可能となる．左端
に記してある数字は，各PGから発生する最も強度
の高いイオン数を示している（Fig．2参照）．ここで
示すように，PGF3。が見たければ，　m／z　299でスキ
ャンすればよいし，PGF2、が見たければ，　m／z　301
でスキャンすればよいことがわかる．m／z　317は，
PG類の基本骨格に由来するもので，　PGA2，　PGE2，
15－keto－PGF2。，6－keto－PGF、。などが同一クロマ
トグラム上で重なってしまうことがあるが，この問
題は，各PGから発生する二番目に高い強度のイオ
ンを用いてスキャンすれば対処できる．
　Fig．4Bは，4Aと同様の分析を，各PG　O．2　pmol
ずつの混合物で行った結果である．クロマトグラム
上で検出は可能であるが，この濃度あたりが検出限
界だと思われる．この測定法における定量性を調べ
た結果がFig。5である．5種類のPGについて検討
した結果，測定に用いたPGの量と，クロマトグラ
ム上のピーク面積の間には，よい相関が認められた．
但し，TXB2についてはイオン化効率が，他に比べ
て低かった．この結果から，0，5pmol以上で定量性
があることがわかった．この方法を用いて実際に，生
体試料であるヒト精液中のPGを測定した結果が
Fig．6である．約11分間の分析で，11種類のPG類
が同定できた．精液中に特徴的と云われている19
（R）一hydroxy－PGEi，19（R）一hydroxy－PGE2が，非
常に高濃度に存在しているのがわかる．
V．考 察
　これまで数多くのPG類やTX類の測定方法が
報告されているが，なかでもHPLCによる分析法
は，各研究室への機器の広い普及により，最も手軽
（5）
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Fig．　4A　Selected　ion　monitoring　chromatogram　obtained　for　5　pmoles　of　each　PG－related
　　　substances．
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Fig．　4B　Selected　ion　monitoring　chromatogram　obtained　for　O．2pmoles　of　each　PG－related
　　　substances．
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Fig．5　Relationship　between　peak　area　on　the
　　　selected　ion　monitoring　chromatogram　and　quan－
　　　tities　of　PG－related　substances　prior　to　derivat－
　　　ization．
PGE，，　（A
A）
PGA，，　（［］
A）；PGF，，　（O
［］）；TXB，，　（1
O）；PGD，，　（A
一）
　　　　　　　　　　　　5　10　15　2’o
The　amount　of　PG－related　substances　prior　to　derivatization　（pmol）
（7）
一　478　一 東京医科大学雑誌 第49巻第4号
一㍉㍉＿　＿＿へ＿＿！、＿評空盤致三塁比暫＿＿　　　　　　54り・
m／z305
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1三4’ll：）噛，．　　　　　　　　　　　　　　　　PGF2よ
mlz　303
51L㌃11．
54配1．GA1＋PGE1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’」い
　　　　　15－keヒ。一PGF1よ1
演?Q＿錘一＿　　　　　　　一
．r，
、．一r一一一＿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一．噛一
R－ydroxy－PGE2
一　　　　m！Zヨ75
己咽　　　　　　　　■圃．
，．19〔R｝一hydr。xy－PGE1
戸’
　4　　5　　6　　7　　8　　9　10　11
　　　　　　　　　　　Tirne（min）
Fig．　6　Selected　ion　monitoring　chromatogram　of　acetyl　derivatized　PGs，　extract
　　from　human　seminal　fluid．
に行えるものと云える13）一一15）．しかし，PG及びTX
類には微妙に構造の異なる関連物が非常に多く
（Fig．1），同時にこれらを測定するには複雑な組成
の溶媒を用い，長時間かけて分析を行わなければな
らない．しかし，それでも重なりあうピークの問題
や，ゴーストピークの妨害による同定の難しさが解
消されていない場合が，多々，見受けられる．
　最近になって，HPLCで分離された試料を，質量
分析計（MS）により検出，同定する方法（LC－MS
法）が，各研究室レベルで行われるようになってき
た16）一’18）．この，一般的な方法は，HPLCから溶出し
てきた試料をイオン化インターフェイス（幾つか種
類があるが，我々の用いたものはサーモスプレイイ
ンターフェイスである）によりイオン化し，MSに
導入して，そこで発生する分子イオン及び，フラグ
メントイオンを検出し，同定するものである．あら
かじめ，標準物質を用いて分析を行っておき，各物
質から発生する固有のイオンを確かめておけば，そ
のイオン数m／zを使ってクロマトグラムをスキャ
ンすることにより，物質が同定できる．更に，物質
の構造に由来するイオン数を使って同定するため
に，他の物質と間違えることは，まず無い．しかし，
PG関連物質を測定対象としたときのように，試料
分子内に水酸基などが存在すると，その水酸基に由
来するH、0の不規則な脱離が起こり，定量性及び
検出感度の低下をもたらす．特に，分子内に複数の
水酸基が存在する場合，例えば，3つある場合には，
全く脱離が起こらないもの，1つ脱離したもの，2つ
（8）
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脱離したもの，3つ脱離したもの，という少なくとも
4種類のイオンが出現してしまい，イオンのカウン
トが分散し，感度低下が著しい．このような問題点
を克服するために，フラグメント化を押えようとす
る試みや，フラグメントイオン生成に規則性を持た
せようとする試みがなされた．主なものは，カルボ
キシル基をジエチルアミノエチル（DEAE）化する
というものと17），メチル化するというものである’6）．
しかし，これらの方法は，あるものには効果がある
が，あるものには全く効果が無いというように，あ
まり満足のいくものではなかった．そこで，種々検
討した結果，水酸基をアセチル化して測定を行うと，
PG類においてはいくつかの例外を除き，存在する
アセチル基が全て脱離したフラグメントイオンがベ
ースイオンとして出現し，他のイオンはほとんど見
られないことがわかった（Fig．3）．これにより問題
点が解決できたため，試料をアセチル化して測定す
る方法を検討することにした．
　PGを，そのまま分析した結果であるFig．2と，
アセチル化して分析した結果であるFig．3を比べ
てみると，Fig．2では，分子イオン〔M＋H〕＋以外
に，水酸基由来のH20脱離による〔M＋H－H20〕＋，
〔M十H－2H20〕＋，〔M十H－3H20〕＋で示される
イオンや，〔M＋Na〕＋，〔M＋Na－H20〕＋と考えら
れるイオンが見られた．更に，PGA，とPGD2では，
ベースイオンであるm／z317から，五二環に存在す
るカルボニル基の酸素がH20として脱離したと思
われるm／z299というイオンが，弱くではあるが見
られた．このように，アセチル化せずに分析した場
合はフラグメント化が著しいにもかかわらず，Fig．
3で示すように，アセチル化して分析したものでは，
スペクトルは非常にシンプルであった．実際，ここ
に示したスペクトルでは，ベースピークは全て，
〔M十H－n（60）〕＋で示されるものであった．しか
し，例外として19　（R）一hydroxy－PGE、，19　（R）一
hydroxy－PGE2，15－keto－PGF2。については〔M十
H一（n－1）60〕＋で示されるものが，ベースピークで
あった．これらのうち，前二者に関しては，19位に
導入したアセチル基が，他の位置のものに比べて安
定なためではないかと考えられる．15－keto－PGF2。
については，理由はわからなかった．
　Table．1に示した，各PGから生ずるベースイオ
ンを用いて，イオンクロマトグラムをスキャンした
ものが，Fig．4A，　Bである．　m／z　317を使ってス
キャンしたクロマトグラムでは，8種類のPGが同
時に現れ，15－keto－PGF2．と6－keto－PGF、αのピー
クは重なってしまっている．このような場合，Table．
1でわかる通り，15－keto－PGF2、を，〔M十H－60）〕＋
で示される　m／z377（100％）でスキャンし，6－
keto－PGF1．は，〔M十NH4〕＋で示される　m／z
514（33％）でスキャンすれば，それぞれ定量が可能
である．
　ところで，この測定法の定量性を調べた結果が，
Fig．5であるが，　TXB2は，他のPGに比べて応答
性が低い．これに関しては，サーモスプレイによる
イオン化の最適条件が，他のPG類と異なることに
よるのかもしれない．
　今回，我々の行った方法では，HPLCからMSに
導入する際に，試料をイオン化する手段としてサー
モスプレイによるイオン化を行っている．これは，試
料を含む溶媒が，べ一パライザーキャピラリーを通
過する間に加えられた熱により蒸気化され，その過
程でイオン化されるというものである．多くの試料
に対する最適感度は，完全気化に近い部分気化が起
こるようなキャピラリー出口温度のときに得られ
る．しかし，ある種の物質では，最適イオン化温度
条件が異なることがあるために，イオン化が不充分
になることがある．実際，数種類の試料を個々に用
いて最適条件を検討してみたが，どの温度条件でも
一長一短があり，最終的には最も広い種類の試料の
範囲で高い検出感度が得られた，ベーパーライザー
コントロール温度163℃，ベーパー温度325℃とい
う条件で測定を行った．それ故，今回のような多種
類同時分析ではなく，少ない種類の試料を分析する
のであれば，それらに，より適した温度条件を検討
することによって，更に感度を上昇させることが可
能と思われる．
　Fig．6には，生体試料であるヒト精液を用いてPG
及びTX類を測定した結果を示したが，精液に特徴
的と云われている19（R）一hydroxy－PGE、，19（R）一
hydroxy－PGE2を含めて10種類近いPG類が，わ
ずか11分程度の分析時間で感度よく検出されてい
ることがわかる．
　現在，多くの生体試料の分析や，生合成，代謝実
験における分析に本法を利用しており，非常に興味
あるデータが得られつつある．
　これまで，数多くのPG類の測定法が報告されて
きているが，今回，我々の開発したもののように，10
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分程度の分析時間で，20種類近いPG類の測定が可
能なものは他にはなく，今後，非常に有効な分析手
段となると思われる．
VI．結 論
　　PG及びTX類の，　HPLC／TSP／MSを用いた新
しい分析法を開発した．この方法は，水酸基をアセ
チル化した試料をHPLCに導入し，　TSPインター
フェイスによりイオン化されたものをMSで分析
するものである．この方法を用いることにより，約
11分間という短時間で，20種類のPG類の同時測定
が可能であった．この測定法における検出限界は
0．2pmolで，0．5pmo1から10　pmolの間で定量性
を有していた．これまでに報告されてきた方法には，
このような短時間で，多種類のPG類を分析できる
ものは無く，今後，注目される方法であろうと思わ
れる．
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